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9. ANEXO 1: SOLUCIONES Y REACTIVOS 
 
9.1 Electroforesis en campo pulsado 
 
9.1.1 Soluciones de trabajo 
 
Solución TE (TRIS, EDTA). 
Reactivo en stock Volumen para 1 L Concentración en la 
solución final 
EDTA (pH 7,6) 0,5 M 2 mL 1 mM 
TRIS-HCl (pH 7,6) 2 M 5 mL 10 mM 
Agua destilada Hasta 1 L  
 
 
Solución TBE (TRIS, ácido bórico, EDTA) 5X. 
Reactivo en stock Volumen para 1 L 
Ácido bórico 27,5 g 
TRIS 54 g 
EDTA (pH 7,6) 0,5 M 20 mL 
Agua detilada Hasta 1 L 
 
Solución PIV. 
Reactivo en stock Volumen para 30 mL Concentración en la 
solución final 
TRIS-HCl (pH 7,6) 2 M 0,15 mL 10 mM 
NaCl 5 M 6 mL 1 M 
Agua destilada 24 mL  
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Solución de lisis EC. 
Reactivo en stock Volumen para 30 mL Concentración en la 
solución final 
TRIS-HCl (pH 7,6) 2 M 90 μL 6 mM 
NaCl 5 M 6 mL 1 M 
EDTA (pH 7,6) 0,5 M 6 mL 100 mM 
Brij® 58 5% 3 mL 0,5% 
Desoxicolato Na 10% 600 μL 0,2% 
Sarcosil 20% 750 μL 0,5% 
RNAasa 10 mg/mL 60 μL 20 mg/mL 
Lisozima 10 mg/mL 300 μL 100 mg/mL 
Lisostafina 10 mg/mL 150 μL 50 mg/mL 
Agua destilada Hasta 30 mL  
 
Solución ESP. 
Reactivo en stock Volumen para 30 mL Concentración en la 
solución final 
EDTA (pH 9-9,5) 0,5 M 28,5 mL 0,5 mM 
Proteinasa K 50 μg/mL 1,5 mg 50 μg/mL 
Sarcosil 20% 1500 μL 1% 
 
 
9.1.2 Reactivos, material e instrumental 
 
Reactivos. 
• Almacenados a temperatura ambiente: 
o TRIS-HCl (pH 7,6) 2 M. 
o NaCl 5 M. 
o EDTA 0,5 M (pH 7,6). 
o EDTA 0,5 M  (pH 9-9,5). 
o Brij58® 5%. 
o Desoxicolato sódico 10%. 
o Sarcosil 20%. 
o Agarosa low-melt. 
o Agarosa Megabase®. 
o Bromuro de etidio 500 μg/mL. 
 
• Almacenados a -20ºC: 
o RNAasa 10 mg/mL. 
o Lisozima 10 mg/mL. 
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o Lisostafina 10 mg/mL. 
o Proteinasa K. 
o Enzimas de restricción SmaI y ApaI, con sus tampones correspondientes. 
 
Materiales. 
• Tubos cónicos tipo eppendorf de 1,5 mL. 
• Puntas de pipeta adaptadas al volumen necesario. 
• Pipetas estériles desechables de 10 mL. 
• Pipetas Pasteur de plástico estériles. 
• Moldes para los bloques de agarosa (Bio-Rad). 
• Tubos cónicos de tapón de rosca de 10 mL. 
• Tubos cónicos de tapón de rosca de 50 mL (tipo Falcon). 
• Gradillas para los tubos anteriores. 
• Portaobjetos de vidrio. 
• Cubreobjetos. 
• Frascos de vidrio de 250 mL. 
• Peine para gel de agarosa. 
• Soporte para gel de agarosa. 
• Probeta para un volumen total de 2 L. 
 
Instrumental. 
• Pipetas automáticas. 
• Microcentrífuga. 
• Microondas. 
• Balanza. 
• Baño de agua. 
• Estufa de 37ºC. 
• Estufa de 30 ºC. 
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• Equipo de campo pulsado (Chef-DR® III System, Bio-Rad). 
 
9.1.3 Protocolo de trabajo 
 
Preparación de los bloques de agarosa y lisis celular: 
Día 0 
• Descongelar cada cepa de es tafilococo en una placa de ag ar sangre. La siembra 
se debe hacer por agotamiento, de forma que queden colonias bien aisladas. 
• Incubar las placas en estufa a 37ºC durante 16-18 h. 
 
Día 1 
• Preparar en una gradilla un tubo cónico de 10 mL por cada cepa. 
• Introducir en c ada t ubo c ónico 5 m L de c aldo B HI ( brain-heart infusion, c aldo 
cerebro-corazón). 
• Inocular una c olonia ai slada de es tafilococo de c ada c epa en un t ubo c ónico, 
previamente rotulado, que contiene el medio líquido. 
• Incubar los tubos en la estufa a 35-37ºC durante 16-20 h. 
 
Día 2 
• En un tubo de tapón de rosca de 50 mL, preparar la solución PIV. 
• Poner en una gradilla un tubo cónico tipo eppendorf estéril por cada cepa. 
Rotularlos. 
• Depositar 1 mL del cultivo en medio líquido (suspensión de la c olonia en caldo 
BHI) en su tubo eppendorf correspondiente. 
• Centrifugar los tubos eppendorf durante 2 min, a 11.000 rpm. 
• Decantar el sobrenadante. 
• Inocular en cada eppendorf 1 mL de la solución PIV. Resuspender con la pipeta. 
• Centrifugar ot ra v ez l os t ubos tipo eppendorf durante 2  m in en  l as c ondiciones 
anteriores. 
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• Decantar el sobrenadante dejando la menor cantidad de líquido posible. 
• Inocular en cada tubo eppendorf 200 μL de solución PIV. Mezclar con la pipeta. 
• Encender el baño de agua a 42ºC. 
• Calentar el frasco de vidrio, que contiene la agarosa de bajo peso molecular (low 
melt) al 1,6%, previamente preparada, en el microondas hasta que comience a 
hervir. En este momento, comprobar que la agarosa esté bien disuelta (debe estar 
transparente). En caso de no haber agarosa low melt preparada, diluir en un frasco 
0,8 g de a garosa low melt en 50 m L de tampón TBE 0, 5X; c alentar en el  
microondas hasta su completa disolución. 
• Depositar el frasco de la agarosa low melt (una vez que esté bien disuelta) en el 
interior del baño de agua a 42ºC. 
• Preparar las tiras de los moldes de agarosa, teniendo en cuenta que usaremos dos 
bloques de  agarosa por  cada cepa. Puesto que cada tira tiene 10 poc illos, cada 
una nos servirá para 5 cepas. 
• Preparar al lado del baño de agua: una pipeta para un volumen de 200 μL, puntas 
de pipeta estériles para este volumen, las tiras de los moldes para la agarosa y la 
gradilla que contiene los t ubos c ónicos eppendorf con 200 μL de cada cultivo 
líquido resuspendido en la solución PIV. 
• Con una pipeta, tomar 200 μL de la agarosa low melt y depositarla en el tubo 
eppendorf correspondiente. Mezclar varias veces con la pipeta la agarosa con el  
cultivo líquido. 
• Rellenar dos  m oldes con l a suspensión r esultante ( agarosa + cultivo l íquido) por 
cada tubo eppendorf. Desechar el tubo usado. 
• Repetir el mismo proceso para cada cepa. 
• Dejar enfriar las tiras con los moldes de agarosa en nevera durante, al menos, 15 
min. 
• Preparar, en un tubo cónico tipo Falcon de 50 mL, la solución de lisis EC. 
• Colocar en una gradilla un tubo cónico de 10 mL para cada cepa. Rotularlos con el 
número de la cepa. 
• Inocular en cada tubo 1 mL de solución de lisis EC. 
• Retirar el protector del adhesivo de la primera tira de los moldes. No tocar los 
bloques de agarosa con la mano. 
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• Transferir l os dos  bl oques de a garosa de la c epa a s u t ubo d e 10 m L 
correspondiente. P ara ello em pujar, con l a a yuda de un as a de  s iembra d e 
plástico, el bloque de agarosa (desde la parte contraria al adhesivo) hasta que el 
bloque caiga dentro de la solución de lisis EC del tubo. 
• Repetir el mismo proceso para los demás bloques de agarosa. 
• Incubar los tubos en la estufa de 35-37ºC durante un mínimo de 5  h y un máximo 
de 18 h. 
 
Día 3 
• Encender el baño de agua a 50ºC. 
• Preparar, en un tubo cónico tipo Falcon de 50 mL, la solución ESP. 
• Aspirar la solución de lisis EC de cada tubo con la ayuda de una pipeta Pasteur de 
plástico estéril. 
• Añadir 1 mL de solución ESP a cada tubo. 
• Incubar los tubos en el baño de agua a 50ºC durante 16-20 h. 
 
Día 4 
• Aspirar la solución ESP en cada tubo, utilizando una pipeta de plástico estéril. 
• Realizar 5 l avados con 5 m L del  tampón TE, con un i ntervalo aproximado de 3 0 
min entre cada lavado. 
 
Restricción del ADN y electroforesis de los fragmentos de restricción: 
Día 1 
• Preparar en una gradilla un t ubo eppendorf por c ada c epa de l a que se v aya a 
realizar la restricción (con un máximo de 30). Rotularlos. 
• Añadir a cada tubo 1 mL de agua destilada estéril. 
• Sacar cuidadosamente, con la ayuda de un asa de siembra, uno de los dos 
bloques de agarosa de su tubo correspondiente por cada una de las cepas. 
• Depositar el bloque de agarosa sobre un portaobjetos. 
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• Cortar c on un c ubreobjetos un fragmento de cada bl oque de apr ox. 1 m m d e 
espesor. 
• Transferir el fragmento a su tubo correspondiente. 
• Volver a dejar el resto del bloque de agarosa en su tubo cónico correspondiente de 
10 mL. Dejar los tubos otra vez en nevera. 
• Incubarlos en estufa de 37ºC durante un mínimo de 10 min. 
• Preparar la mezcla de restricción en un tubo de plástico de 10 mL, utilizando SmaI 
como enzima de restricción para S. aureus, o bien, ApaI para S. hominis. 
• Retirar el agua destilada de cada uno de los tubos eppendorf. 
• Transferir 200 µL de la mezcla de restricción a cada tubo. 
• Incubarlos durante 16-20 h en es tufa de 30ºC (para SmaI) o en es tufa de 35-37ºC 
(para ApaI). 
 
Día 2 
• Eliminar con una pipeta la mezcla de restricción. 
• Añadir a cada tubo eppendorf 1 mL de tampón TE. 
• Incubarlos a 35-37ºC durante 1 h. 
• Preparar 100 mL de agarosa megabase al 1% (Certified Megabase Agarose). Para 
ello, en un frasco de vidrio, introducir 1 g de agarosa megabase y luego 100 mL de 
TBE 0,5X. 
• Calentar la mezcla en el microondas hasta su completa disolución. 
• Montar el soporte del gel y depositarlo sobre una superficie plana. 
• Colocar el peine de forma que quede recto. 
• Añadir la agarosa megabase al molde cuando esté atemperada (aprox 50ºC). 
• Dejar enfriar la agarosa durante 30 min hasta que solidifique. 
• Añadir a l a c ubeta de el ectroforesis 2 L de ag ua des tilada. A pretar l os dos  
interruptores de la fuente de alimentación (Power y Pump). No encender todavía el 
refrigerador. Dejar el agua, al menos, unos 10 min para limpiar el sistema. 
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• Transcurrido es te tiempo, apagar los dos  botones de l a cubeta de el ectroforesis. 
Eliminar toda el agua de la cubeta, colocando el grifo extraíble sobre la cubeta de 
electroforesis. 
• Preparar, en una p robeta de 2 L , el tampón TBE 0,5X. Añadir 200 mL del tampón 
TBE 5X sobre 1.800 mL de agua destilada. 
• Añadir a l a cubeta los 2 L del  tampón TBE 0,5X. Encender los dos botones de l a 
cubeta (Power y Pump) y el del refrigerador (Cooling Module). 
• Pulsar el bot ón del refrigerador Actual Temp para v er la t emperatura actual del  
tampón (el botón Set Temp indica la temperatura que se debe al canzar, mientras 
que el botón Actual Temp indica la temperatura actual). El tampón debe alcanzar la 
temperatura de 14ºC (tarda unos 30 min en enfriarse). 
• Calentar el  f rasco que c ontiene ag arosa c onvencional al  0, 8% en el  m icroondas 
para disolverla. Dejarlo enfriar. 
• Una vez que la agarosa megabase del molde se ha solidificado, retirar con cuidado 
el peine. 
• Eliminar, c on una  pi peta Pasteur, el tampón TE del primer t ubo eppendorf, q ue 
contiene el fragmento del bloque de agarosa. 
• Golpear el  tubo c ónico sobre un po rtaobjetos para que el  bl oque de a garosa se 
levante del fondo. 
• Introducir c on c uidado ( ayudándose c on dos asas de pl ástico) el  bl oque de  
agarosa en el pocilllo correspondiente. Repetir lo mismo para el resto de los 
bloques. 
• Sellar los pocillos con agarosa convencional al 0,8% (utilizando una pipeta). 
• Comprobar que el tampón de la cubeta de electroforesis haya alcanzado los 14ºC. 
• Desmontar con muchísimo cuidado, al lado de la cubeta, el soporte del gel. 
• Colocar el gel (con el soporte negro) en el marco de la cubeta. 
• Ajustar l as c ondiciones del  c ampo pul sado, us ando l os bot ones de l a c ubeta de 
electroforesis rotulados como: 
o “INITIAL SW. TIME” (pulso inicial): 1 segundo para S. aureus, 0,1 segundos 
para S. hominis. 
o “FINAL SW. TIME” (pulso final): 30 segundos para S. aureus y S. hominis. 
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o “RUN TIME” (duración): 23 h para S. aureus, 24 h para S. hominis 
(Sorlozano, 2010). 
• Pulsar el botón de “PAUSE. START RUN”, para iniciar la electroforesis. 
 
Día 3 
• Esperar hasta que acabe de correr el gel (23-24 h para Staphylococcus). 
• Preparar en una bandeja la solución de bromuro de etidio: 300 μL de bromuro de 
etidio (0,5 μg/mL) en 300 mL de agua destilada. 
• Sacar con cuidado el gel de la cubeta de electroforesis. 
• Depositar el gel en la bandeja con bromuro de etidio. 
• Mantener el gel en la bandeja (tapado con otra bandeja) durante un mínimo de 30 
min. 
• Colocar el gel sobre la bandeja, encender el transiluminador ultravioleta y poner el 
protector de plástico. Apretar el botón de la luz ultravioleta “Trans UV”. 
• Si se observan bandas, poner el gel en otra bandeja conteniendo unos 300 mL de 
agua destilada. Tapar también esta bandeja. Dejar el gel en la bandeja con agua 
unos 5-10 min. 
• Volver a poner el gel sobre el transiluminador ultravioleta. 
• Realizar la fotografía del  gel. Guardar el archivo de imagen en el ordenador o en  
una memoria externa. 
 
Resultados e interpretación: 
• Cada cepa viene definida por un perfil o patrón de bandas de restricción. 
• La comparación ent re los diferentes patrones de bandas  obtenidos establece la 
asociación epidemiológica entre las distintas cepas. Con ello determinaremos los 
diversos c lones. Los  c riterios ut ilizados s e bas an en l os des critos por  T enover 
(Tenover, 1995). 
 
Controles utilizados en las ECP y nomenclatura: 
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Las c epas c ontroles de  S ARM ut ilizadas fueron: t res cepas de  l os c lones 
mayoritarios del  H USD ( clones A , B , C ) det ectadas en es tudios pr evios ( Ruiz d e 
Gopegui, 2005; Alcoceba, 2007), posteriormente tipificadas mediante MLST y PCR del 
SCCmec como ST125-MRSA-IVc (clon A), ST228-MRSA-I (clon B) y ST22-MRSA-IVh 
(EMRSA-15, c lon C ). También s e e mplearon d os c epas tipificadas del  c lon S T22-
MRSA-IVh (EMRSA-15): DEN4561 (Faria, 2005) y HAR22 (Murchan, 2003). La cepa 
de referencia S. aureus NCTC 8325 (Tenover, 1995) se utilizó como marcador de peso 
molecular. 
La nom enclatura de l os c lones de S ARM s e h a bas ado en l a ut ilizada en  
nuestro primer estudio de ECP realizado en el  Hospital de B ellvitge con aislados de 
SARM det ectados en 1 999-2000, junto c on la nom enclatura es tandarizada s egún el  
MLST y tipado del SCCmec (Enright, 2002). 
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9.2 Mezclas de reacción para PCR 
 
Mezcla de reacción para MLST.  
Reactivo Reacción Volumen (µL) 
Buffer 10X (New England BioLabs) 1X 10,0 
Mezcla dNTPs 100 mM (Bioline) 400 µM   0,4 
arcC-Up 100 µMa 0,6 µM   0,6 
arcC-Dn 100 µMa 0,6 µM   0,6 
Taq DNA polimerasa 5 U/µL (New England BioLabs) 3 U   0,6 
Agua destilada  85,8 
ADN    2,0 
 aLa composición de la mezcla es idéntica para las otras seis parejas de cebadores. 
 
Mezcla de reacción para el complejo ccr tipos 1-3 del SCCmec. 
Reactivo Reacción Volumen (µL) 
Buffer II 10X (Applied Biosystems) 1X   5,0 
MgCl2 25 mM (Applied Biosystems) 1,5 mM   3,0 
Mezcla dNTPs 10 mM (Invitrogen) 300 µM   1,5 
cA1 100 µM 0,6 µM   0,3 
cA2 100 µM 0,6 µM   0,3 
cA3 100 µM 1,0 µM   0,5 
cB 100 µM 0,6 µM   0,3 
AmpliTaq Gold DNA polimerasa 5 U/µL (Applied) 2,5 U   0,5 
Agua destilada  36,6 
ADN    2,0 
 
Mezcla de reacción para el complejo mec de clase B. 
Reactivo Reacción Volumen (µL) 
Buffer II 10X (Applied Biosystems) 1X    5,0 
MgCl2 25 mM (Applied Biosystems) 1,5 mM    3,0 
Mezcla dNTPs 10 mM (Invitrogen) 300 µM    1,5 
mA 100 µM 0,6 µM    0,3 
ROrf2 100 µM 0,6 µM    0,3 
AmpliTaq Gold DNA polimerasa 5 U/µL (Applied) 2,5 U    0,5 
Agua destilada   37,4 
ADN     2,0 
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Mezcla de reacción para el complejo ccr5 del SCCmec tipo V. 
Reactivo Reacción Volumen (µL) 
Buffer II 10X (Applied Biosystems) 1X    5,0 
MgCl2 25 mM (Applied Biosystems) 1,5 mM    3,0 
Mezcla dNTPs 10 mM (Invitrogen) 300 µM    1,5 
ccrC F2 100 µM 0,6 µM    0,3 
ccrC R2 100 µM 0,6 µM    0,3 
AmpliTaq Gold DNA polimerasa 5 U/µL (Applied) 2,5 U    0,5 
Agua destilada   37,4 
ADN     2,0 
 
Mezcla de reacción para el subtipado del SCCmec tipo IV. 
Reactivo Reacción Volumen (µL) 
Buffer 10X (Bioline) 1X    5,0 
MgCl2 50 mM (Bioline) 1,5 mM    1,5 
Mezcla dNTPs 100 mM (Bioline) 1400 µM    0,7 
J-IVa-F 100 µM 0,4 µM    0,2 
J-IVa-R 100 µM 0,4 µM    0,2 
J-IVc-F 100 µM 0,4 µM    0,2 
J-IVc-R 100 µM 0,4 µM    0,2 
J-IVh-F 100 µM 1,0 µM    0,5 
J-IVh-R 100 µM 1,0 µM    0,5 
BioTaq DNA polimerasa 5 U/µL (Bioline) 2,5 U    0,5 
Agua destilada   38,5 
ADN     2,0 
 
Mezcla de reacción para la detección de la LPV. 
Reactivo Reacción Volumen (µL) 
Buffer II 10X (Applied Biosystems) 1X    5,0 
MgCl2 25 mM (Applied Biosystems) 1,5 mM    3,0 
Mezcla dNTPs 10 mM (Invitrogen) 300 µM    1,5 
mecA-F 100 µM 0,4 µM    0,2 
mecA-R 100 µM 0,4 µM    0,2 
nuc-1 100 µM 0,4 µM    0,2 
nuc-2 100 µM 0,4 µM    0,2 
luk-PV-1 100 µM 1,2 µM    0,6 
luk-PV-2 100 µM 1,2 µM    0,6 
AmpliTaq Gold DNA polimerasa 5 U/µL 3 U    0,6 
Agua destilada   35,9 
ADN     2,0 
 
 
 
 
Anexo 1 Página 333  
 
 
 
Mezcla de reacción para la detección del ACME. 
Reactivo Reacción Volumen (µL) 
Buffer 10X (Bioline) 1X    5,0 
MgCl2 50 mM (Bioline) 1,5 mM    1,5 
Mezcla dNTPs 100 mM (Bioline) 400 µM    0,2 
arcA-F 100 µM 0,6 µM    0,3 
arcA-R 100 µM 0,6 µM    0,3 
BioTaq DNA polimerasa 5 U/µL (Bioline) 2,5 U    0,5 
Agua destilada   40,2 
ADN     2,0 
 
Mezcla de reacción para los genes cfr, fexA, tet(K), tet(M), tet(L), ant(4’)-Ia, dfrK, vga(C). 
Reactivo Reacción Volumen (µL) 
Buffer 10X (Bioline) 1X    5,0 
MgCl2 50 mM (Bioline) 1,5 mM    1,5 
Mezcla dNTPs 100 mM (Bioline) 400 µM    0,2 
Cebador-F 100 µM 0,6 µM    0,3 
Cebador-R 100 µM 0,6 µM    0,3 
BioTaq DNA polimerasa 5 U/µL (Bioline) 2,5 U    0,5 
Agua destilada   40,2 
ADN     2,0 
 
Mezcla de reacción para el gen ARNr 23S. 
Reactivo Reacción Volumen (µL) 
Buffer 10X (Bioline) 1X 10,0 
MgCl2 50 mM (Bioline) 1,5 mM   3,0 
Mezcla dNTPs 100 mM (Bioline) 400 µM   0,4 
23S-F 100 µM 0,6 µM   0,6 
23S-R 100 µM 0,6 µM   0,6 
BioTaq DNA polimerasa 5 U/µL (Bioline) 3 U   0,6 
Agua destilada  82,8 
ADN    2,0 
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